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第二章    制药卫生

学习目标：通过本章理论与实践的学习，了解空气洁净技术、洁净室的级别划分及有关规定，掌握各种灭菌方法及其应用，熟悉灭菌设备及相关仪器的使用。

药物制品一旦染菌将严重影响药剂质量，危害人体健康，所以各国都对药品卫生标准作了明确的规定。为达到药品的卫生要求必须采取有效的药剂卫生措施。制药企业常采用的药剂卫生措施是灭菌和空气洁净技术。

第1节 灭菌方法与无菌操作

一、概述

临床上使用的药物制剂要求疗效准确、安全稳定，特别是直接注入体内或与粘膜、创面接触的药剂，必须进行灭菌或采用无菌操作法以保证无菌。灭菌法是灭菌制剂最主要的操作步骤之一。

无菌：指某一物体或介质中没有任何活的微生物存在。

灭菌：指采用物理或化学的方法杀灭或除去微生物及其芽孢的过程。灭菌后的物体呈无菌状态。

防腐：指采用物理或化学的方法抑制微生物的生长。

消毒：指采用物理或化学的方法杀灭病原微生物。

无菌操作法：指通过采取措施和控制一定条件，使产品在整个操作过程中尽量避免微生物污染的一种操作方法。无菌操作所用的一切用具、材料以及环境等均必须预先灭菌，操作在无菌室内进行。

药物制剂过程中的灭菌既需要除去或杀灭所有微生物，又要保证药物的稳定性和有效性。因此，应结合药物的性质全面考虑，选择适当的灭菌方法，或几种方法配合使用。

灭菌法分为物理灭菌法和化学灭菌法，以及无菌操作法。

二、物理灭菌法

（1） 热力灭菌

加热可以使蛋白质变性或凝固，酶失去活性，从而导致微生物死亡，药剂中常采用热力灭菌。

1．干热灭菌法

干热灭菌法是利用火焰或干热空气进行灭菌的方法。

（1）火焰灭菌法  是指将需灭菌的物品直接在火焰中灼烧灭菌的方法。此法灭菌迅速、可靠、简便，一般适用于金属、玻璃及瓷制等用具的灭菌。如金属制的药刀、镊子等在火焰中反复灼烧灭菌，瓷桶、乳钵等可在其中加入少量乙醇，点火燃烧进行灭菌。

（2）干热空气灭菌法  是指将需灭菌的物品置于高温干热空气中进行灭菌的方法。由于干热空气穿透力弱、比热小、导热性差，所以需要长时间高热作用方能达到灭菌的目的。一般是140℃灭菌3h以上，或者160～170℃灭菌2h以上，或者180℃灭菌0.5h以上。此法适用于耐高温的玻璃、金属制品以及不能让湿气穿透的油脂类和耐高温的粉末化学药品等，不适用于橡胶、塑料制品的灭菌。干热空气灭菌常用设备是烘箱，一般烘箱内装有鼓风机，可使热空气在灭菌物品周围循环，减少烘箱内各部位的温度差。

2．湿热灭菌法

湿热灭菌是指利用饱和水蒸气或沸水或流通蒸气进行灭菌的方法。由于水蒸气潜热大、穿透力强、传导快，故湿热灭菌效率高、操作简便而经济，是制剂生产中应用广泛的灭菌法，但不适用于对湿热敏感的药物。

（1）热压灭菌法  是用高压饱和水蒸气杀灭微生物的方法。此法灭菌可靠、效果好、用时短，适用于耐热药物、用具等的灭菌。一般热压灭菌的温度（蒸气表压）与时间的关系是：115℃（67kPa），30min；121℃（97 kPa），20min；126℃（139 kPa），15min。

热压灭菌器的种类很多，但其基本结构大同小异，主要有箱门或箱盖密封构成的耐压空室，以及排气口、安全阀、压力表、温度计等部件，用蒸汽、电热等加热。常用的有手提式、卧式和立式等热压灭菌器。卧式热压灭菌器如图2-1所示，全部用坚固的合金制成，柜的顶部装有压力表两只，一只指示蒸气夹套内的压力，另一只指示柜室内的压力。两压力表中间是温度表。灭菌柜内备有带轨道的灭菌格车。使用时，先将柜内清理干净，然后开夹层蒸汽阀和回汽阀，使蒸汽通入夹套中加热，待夹套压力上升至所需压力时，将需灭菌的物品放于柜内，关闭柜门，旋紧门闩。将加热蒸气通入柜内，当温度上升至所需温度时，即为灭菌开始时间，柜内压力应固定在相应的压力。灭菌时间到达后，先关闭蒸气，再排气，待柜室内压力降至零点后，开启柜门，取出物品。
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热压灭菌柜使用注意事项：①必须使用饱和蒸气。②必须将灭菌柜内空气排尽，否则压力表所示压力是柜内蒸气与空气二者的总压而非单纯的蒸气压，这样柜内实际温度达不到显示的规定值，而且热蒸气中含有空气时，传热系数降低。③灭菌时间从全部药液温度真正达到所要求的温度时算起，若待灭菌物传热性差、体积大或容量大，则需先预热，且缓慢升温，适当延长灭菌时间。目前生产上已采用了灭菌温度和时间自动控制装置来监视和调节灭菌过程。④灭菌完毕停止加热，必须排气待压力降至零刻度后，再逐渐缓缓地打开柜门。

（2）流通蒸气灭菌法  是指在常压下，于不密闭的容器内，用100℃流通蒸气加热30～60分钟进行灭菌的方法。此法操作方便，设备简单，但不能保证杀灭所有的芽孢，一般只适用于不耐高温的制剂灭菌。

（3）煮沸灭菌法  是指将待灭菌物品放入沸水中加热灭菌的方法。一般煮沸30～60分钟。此法灭菌效果差，常用于注射器等器皿的灭菌。

（4）低温间歇灭菌法  将待灭菌的物品在60～80℃加热1h，将其中的细胞繁殖体杀死，然后在室温保持24h，让其中的芽孢发育成繁殖体，再次加热灭菌，放置，如此连续操作三次以上。此法费时，效率低，且芽孢的灭菌效果不够理想，一般用于需热力灭菌而又不耐高温的制剂的灭菌，在制剂中往往加入抑菌剂。

（5）影响湿热灭菌的因素：①微生物的种类和数量。不同微生物及其不同的发育阶段对热的抵抗力不同，则灭菌所需的温度与时间也不同；细菌数越少，则灭菌时间越短，故生产过程应尽可能短，如注射剂在配制灌封后应当日灭菌。②药物的性质。一般灭菌温度与时间成反比，即灭菌所用温度越高，灭菌时间则越短，而温度增高，药物的分解速度也增加，时间愈长，反应物愈多，因此，在能达到灭菌的前提下，应以实验数据为基础，适当降低温度或缩短时间。③介质的性质。制剂中若含有糖类、蛋白质等营养物质，能增强微生物的抗热性，同时，细菌的生活能力也受介质pH值的影响，一般微生物在中性环境中耐热性最大，在碱性中次之，酸性则不利于微生物的发育。④蒸气的性质。湿热灭菌蒸气有饱和蒸气、湿饱和蒸气、过热蒸气三种。饱和蒸气热含量高，穿透力大，灭菌效力高；湿饱和蒸气中带有水分，热含量较低，穿透力差，灭菌效力低；过热蒸气温度高于饱和蒸气，但穿透力差，故灭菌效果不及饱和蒸气。

（二）射线灭菌法

1．紫外线灭菌法

紫外线灭菌法是指用紫外线照射从而杀灭微生物的方法。一般用于灭菌的紫外线波长是200～300nm，其中灭菌力最强的波长是254nm。紫外线的灭菌机理是紫外线作用于核酸蛋白促使其变性而起杀菌作用，此外，空气中的氧受紫外线照射后产生微量臭氧也起到杀菌作用。紫外线穿透力较弱，但较易穿透清洁空气和纯净的水，故紫外线灭菌常用于空气灭菌、蒸馏水的灭菌以及固体表面的灭菌等。

紫外线的灭菌作用与照射强度、时间以及环境温度、湿度、含尘量等有关。一般随着辐射强度的增加，对微生物产生致死作用所需的辐射时间则减少，反之增多。空气温度与灰尘影响紫外线的穿透性，故影响紫外线的灭菌效果，紫外线灭菌温度宜在10～55℃，相对湿度宜在45%～60%。紫外线对人体有一定的影响，照射时间过久，能产生眼结膜炎、皮肤烧灼等现象。一般在操作前开启紫外灯照射灭菌1～2h，操作时关闭。若必须在操作中使用时，则操作者应采取适当的防护措施。

2．辐射灭菌法

辐射灭菌法是指以放射性同位素（如钴-60或铯-137）发出的射线杀灭微生物的方法。其特点是穿透性强，可不升高灭菌产品的温度，特别适合于不耐热药物的灭菌，如抗生素类、激素类、巴比妥类、菌苗抗毒素等以及淀粉、滑石粉等制剂辅料的灭菌。对已包装的产品也可以灭菌，因而能大大减少污染。辐射用于食品、药品的消毒灭菌已逐渐引起重视，其研究利用受到了联合国有关组织的积极推动。但也应注意辐射后药品成分、疗效、稳定性等的变化，同时还要注意安全防护问题。

3．微波灭菌法

微波灭菌法是指用微波照射产生的热能来杀灭微生物的方法。微波通常是指大于300兆赫的高频振荡电磁波，照射时电磁波被物质吸收转化为分子热运动的能量，分子在高速运动时摩擦生热，使物质的温度升高，由于热是在被加热物质中产生的，所以加热很均匀，升温迅速。水具有强烈的微波吸收能力。微波灭菌法高效、省时、操作简单、不污染环境，且微波能穿透到介质的深部，使介质表里一致地加热，故能用于水性注射剂的灭菌。

（三）滤过除菌法

滤过除菌法是使药液通过无菌滤器除去活的或死的微生物的方法。主要适用于对热不稳定的药物溶液的除菌。此法的优点是能同时将活菌、死菌及微粒杂质一并除去。

目前常用的滤过除菌器主要有砂滤棒、垂熔玻璃滤器、微孔薄膜滤器。

1．砂滤棒  国产的主要有两种，一种是苏州产的硅藻土滤棒（简称苏州滤棒），由白粘土、白陶土、糖灰等在高温烧结而成，主要成分是二氧化硅、氧化铝，此种滤器质地松散、易脱砂，常在药液脱碳或初滤中使用。另一种是唐山产的多孔素瓷滤棒（简称唐山滤棒），由白陶土烧结而成，质地致密，适用于低粘度液体的滤过。砂滤棒有粗号、中号、细号三种规格，滤过速度依次为500ml/min以上、500～300ml/min、300ml/min以下，其中细号滤棒的滤孔直径为3～4µm，可用于药液的精滤与除菌。砂滤棒的主要特点是深层滤过效果好，适用于大生产；缺点是易脱砂（尤其是苏州滤棒），对药液有较强的吸附性，有时可改变药液的pH值，使用后要进行处理。

[image: image2.jpg]


2．垂熔玻璃滤器  是用硬质玻璃细粉，高温烧结在一起制成孔隙均匀的多孔性滤板，再固定在玻璃器皿上而制成的漏斗状、球状或棒状的滤器（见图2-2）。垂熔玻璃滤器化学稳定性好，对药液无影响、无吸附作用，滤过时无脱落，滤器滞留药液少，且容易洗涤。但其价格较贵，脆而易破，使用时应注意操作压力。垂熔玻璃滤器的规格一般有1～6号，其中6号滤器滤板孔径在2µm以下，可用作滤过除菌。

3．微孔薄膜滤器  微孔滤膜是用高分子材料制成的薄膜滤过介质，在薄膜上分布有大量的微孔，孔径从0.025µm到14µm，分成多种规格。微孔滤膜种类有：①醋酸纤维素膜：适用于无菌滤过，如滤过低分子量的醇类、水溶液、酒类等；②硝酸纤维素膜：适用于水溶液、空气、油类等除去微粒和细菌；③醋酸纤维素与硝酸纤维素混合酯膜：性质与硝酸纤维素膜类同；④聚酰胺（尼龙）膜：适用于滤过弱酸、稀酸、碱类等；⑤聚四氟乙烯膜：用于滤过酸性、碱性、有机溶剂的液体；⑥其它还有聚碳酸酯膜、聚砜膜、聚氯乙烯膜、聚丙烯膜等多种滤膜。微孔滤膜孔径小，截留微粒能力强，滤速快，不吸附药液，亦不影响药液pH值，滤过时无介质脱落，但滤孔易于堵塞，通常是将药液先用其他滤器预滤，然后再用微孔滤器精滤。

三、化学灭菌法

化学灭菌法是指用化学药品直接作用于微生物而将其杀死的方法。一般用于无菌操作室或固体原料药物的灭菌。

（一）气体灭菌法

1．环氧乙烷

环氧乙烷在室温下为无色有醚样嗅味的气体，在水中溶解度很大，1 ml水中可溶195 ml本品。其杀菌机理是：环氧乙烷属烷化剂，可与菌体蛋白质分子、酶、核酸中的氨基、羟基、羧基或巯基等不可逆结合，破坏菌体细胞的代谢而杀灭微生物。有较强的扩散和穿透能力，作用快，对细菌芽孢、真菌、病毒等均有作用，属于广谱杀菌剂。适用于对热敏感的固体药物、不耐加热灭菌的医用器具、设施、设备等的灭菌。环氧乙烷具有可燃性，易爆炸，需用惰性气体二氧化碳稀释后再使用，灭菌完毕需通洁净空气以除去残余气体，且应用时要注意劳动保护和安全。

2．甲醛

甲醛杀菌力强，能使菌体蛋白质产生不可逆变性，属广谱杀菌剂，常用于无菌操作室的灭菌。用甲醛溶液加热熏蒸时，一般每立方米空间用40%甲醛溶液30ml。室内相对湿度宜高，可增强甲醛气体的灭菌效果。甲醛对粘膜有强烈的刺激性，尤其伤害眼睛，应特别注意，灭菌后应排尽甲醛。

（二）表面消毒法

在制药工业中，有时要在已控制的环境中减少细菌，维持无菌状态，需进行表面消毒。理想的表面消毒剂需高效、低毒、无腐蚀性、稳定性好、价廉、无异嗅异味，且易溶于水。

1．酚类

常用的有苯酚、甲苯酚，对细菌的细胞壁和细胞质膜有损害作用，使菌体内成分漏出，也能抑制某些酶系统如脱氢酶、氧化酶等。常用于擦拭门窗、墙壁、操作台等。

2．醇类

常用70～90%的乙醇，因其对人体皮肤刺激性小，多用于手的消毒及洁净容器具的擦拭。

3．表面活性剂

季铵盐类阳离子型表面活性剂能牢固地吸附于带有阴电荷的细胞表面，破坏细胞质膜，使菌体成分漏出。杀菌作用快而强，毒性小，无腐蚀、无刺激性，且兼有杀菌祛垢的效力。常用于消毒手、皮肤及手术器械等。

4．卤素和卤素化合物

在卤素中，氟、氯、溴、碘均有显著的杀菌力，一般常用氯、溴、碘的化合物，它们能卤化细菌细胞内的成分，使其破坏而导致菌体死亡。氯气常用于水的消毒，漂白粉主要用于消毒水、厕所等。

图2-1  卧式热压灭菌器





图2-2  各种垂熔玻璃滤器








